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 論   文   の   要   旨 
赤痢アメーバ（Entamoeba histolytica）は大腸に寄生し出血性下痢や潰瘍形成を伴う腸アメー
バ症、さらに組織侵入後血行性に転移し、肝臓を好発部位とする各臓器で膿瘍を形成する腸管
外アメーバ症をもたらす。赤痢アメーバの病原因子として、盛んに分泌される cysteine protease
（CP）が知られ、組織破壊の実行や、宿主metalloproteaseの活性化を介して組織侵入に寄与す
ると考えられている。さらに活発な貪食性も細胞障害機構として知られており、CPはその貪食
物の分解にも重要である。したがって、CPの分泌、輸送の分子機構の解明は赤痢アメーバの病
原性やアメーバ症の発症機構、さらにリソソーム形成の分子機構の解明において重要である。
しかし赤痢アメーバにはモデル生物で報告のあるリソソーム酵素輸送受容体 mannose 6-
phosphate receptor、 Sortilin、 Vps10の相同分子が存在しない。その一方で、cysteine protease 
binding protein family （CPBF）1がCP-A5の輸送受容体として同定され、リソソームへの輸送、
プロセシングに関与していることが示された。また、CPBF6、8がそれぞれα-amylaseやγ-
amylase、lysozymeやβ-hexosaminidaseのファゴソームへの輸送に関与していることが明らかに
なっている。しかしながら、その他のCPBFタンパク質のリガンドや、リガンドの結合特異性、
結合様式、アメーバの病原性における役割については不明であった。そこで本論文の著者は、
これらを網羅的に機能解析して病原性への関与を探ることを目的として研究を行った。
本論文の第1章において、著者は、リガンドが未知のCPBFタンパク質のリガンドを同定する
ための解析の成果について述べている。著者はまず、CPBF2、3、4、5、7、9、10、11につい
て、HAタグを付加した各CPBFタンパク質の過剰発現株を確立し、抗HA抗体を用いた免疫沈降
法とLC-MS/MS解析により結合タンパク質の同定を行った。その結果、CPBF2、10がそれぞれ
異なるα-amylaseと、CPBF7がβ-hexosaminidaseと結合していることを明らかにできたが、
CPBF3、4、5、9、11に関しては特異的に結合している酵素を検出できなかった。また、同様の
株を用い、抗HA抗体を用いた間接蛍光抗体法を行うことにより、各CPBFタンパク質が基本的
にER上に局在すること、CPBF2，7，9，10がさらにリソソーム膜上へ、CPBF5がさらにリソソ
ームへも局在することを明らかにした。一方、著者は、CPFB1を構成する各ドメインの組換え
タンパク質とアメーバ内在性のCP-A5との結合を、プルダウンアッセイにて確認し、ドメイン3
をCP-A5と強く結合する部分として同定した。さらに、CPBF1のリガンド結合部分全長とCP-A5
全長の組換えタンパク質を合成し、CPBF1とリガンドの結合がERでのタンパク質合成時に形成
される可能性を示唆した。
第2章において、著者は 各CPBFタンパク質の病原性への関与を明らかにすることを目的と
した解析の成果について述べている。著者は、CPBF1～11の遺伝子発現抑制株（gs株）を作製
し、各gs株について、人工の細胞外基質であるMatrigelを用いたin vitro侵入実験を行い、組織侵
入に関与するCPBFタンパク質のスクリーニングを行った。その結果、cpbf2-gs株のMatrigel侵入
性の顕著な低下を観察した。そこで、CPBF2のリガンドであるα-amylaseのgs株のMatrigel侵入
性の解析を行ったが変化はみられなかった。また、cpbf2-gs株およびα-amylase-gs株の細胞内外
のamylase活性は、コントロール株に比べ明瞭な差を示さなかった。これらのことから著者は、
cpbf2-gs株でのMatrigel侵入活性の低下にα-amylaseは関係しないと考えた。次に、cpbf2-gs株の
表現型を検討し、cpbf2-gs株で有意に接着性の上昇がみられ、運動速度の著しい低下がみられる
ことを示した。さらに、著者は、RNAseq解析を実施することにより、細胞骨格に関わるいくつ
かのタンパク遺伝子の転写量の減少が、cpbf2-gs株の細胞運動性の低下をもたらしている可能性
を示唆した。
 審   査   の   要   旨 
これまでに、赤痢アメーバの 11種類の CPBFタンパク質のリガンドや機能は、一部を除き不
明であった。本論文の著者は、細胞生物学と生化学の手法を駆使して CPBF タンパク質の網羅
的機能解析に挑み、多くの特筆すべき新知見を得た。とくに、CPBF2 が、リガンドであるα-
amylase非依存的に組織侵入に関与する可能性を示唆した結果は、今後、赤痢アメーバの組織侵
入メカニズム解明を進める上で出発点となる重要な成果である。著者が、一連の実験を論理的に
構成して綿密に進め、膨大なデータに基づいて優れた成果を導き出した点は高く評価できる。ま
た、哺乳類や酵母などのモデル生物とは異なる、赤痢アメーバ特有のリソソーム酵素輸送機構を
明らかにし、真核生物における細胞内輸送機構の多様性の一端を示した意義は大きい。
平成３１年１月２９日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査
及び最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。
その結果、審査委員全員によって合格と判定された。
よって、著者は博士（理学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。
